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（Receptor activator of NF-κB ligand）がある。RANKLは、その受容体の RANK を介
して破骨細胞の分化・成熟・活性化に関与し、RANKL のデコイ受容体である OPG 
（ osteoprotegerin）が RANKL の機能を抑制する。このように、骨代謝は、
RANKL-RANK-OPG のシグナルによって制御されており、RANKL/OPG 比の上昇と
骨吸収優位な状態は相関し、RANKL および OPG の血中濃度のバランスと骨量の変
動は連動すると考えられている。炎症性腸疾患やセリアック病の患者において、この






ネラルや、ビタミン A や B 群を主とするビタミンなど多くの栄養素を含有している
[20]。特に、乳に含まれるカルシウムとタンパク質は、哺乳期の動物の成長に極めて




























































































タンパク質を 1.0 M 塩化ナトリウム溶液で溶出した。溶出したタンパク質溶液をセル
ロース膜チューブ（14kDa カットオフ、Sanko Junyaku）で透析したのち、凍結乾燥し
た。この方法により調製した MBP のタンパク質含有率は、ケルダール法により測定
（窒素換算係数 6.38）したところ、約 98％ (w/w)であった。 
 
1-2-2. 動物実験のデザイン 
5 週齢の雄性 C3H/HeJ マウス（CLEA Japan）に市販の CE-2 飼料（CLEA Japan）を
1 週間与えたのち、マウスを体重に有意差のない 4 群（n = 10）に分けた。試験飲料
として、MBP 含有水［0.01％、0.1％、1.0％（w/w）］または脱イオン水（コントロー
ル群）を 10 週間与えた。10 週間の実験期間中、すべてのマウスに AIN-76[54]に準拠
した飼料を自由摂取させた。体重は週に 1 回測定し、飼料摂取量および水分摂取量は










1-2-3. マイクロ X 線 CT を用いた骨解析 
骨解析では、マイクロフォーカス X 線 CT 断層撮影法を原理とする測定装置 R-mutt





端の一次海綿骨領域から骨幹方向に 0.2mm 下方の二次海綿骨領域について、BMD お
よび骨体積/組織体積（bone volume/tissue volume；BV/TV、％）を測定した。BMD お





ミン四酢酸二ナトリウム（Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt；EDTA・2Na、
Wako Pure Chemical Industries）を通液した注射針を用いて、腹部下大静脈から血液を
採取した。血液は 4℃、3000 × g で 30 分間の遠心分離を行ったのちに血漿を回収し、
分析まで−80℃で保存した。血中の骨代謝マーカーの測定には、以下の市販の ELISA
キットを使用した。すなわち、マウス骨特異的アルカリホスファターゼ（bone alkaline 
phosphatase；BALP）は BALP ELISA キット（Cusabio Biotech）、γ-カルボキシル化オ
ステオカルシン（γ-carboxyglutamated osteocalcin；Gla-OC）はマウス Gla-Osteocalcin
高感度 EIA キット（Takara Bio）、酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ（Tartrate-resistant 
acid phosphatase；TRAP 5b）は MouseTRAP TM アッセイ（Immunodiagnostic Systems）、




トは RatLaps TM EIA（Immunodiagnostic Systems）、インスリン様成長因子（IGF）-1
はマウス IGF-1 HS ELISA （Immunodiagnostic Systems）、デスアシルグレリンはデス
アシルグレリン ELISA キット（Bertin Pharma）、アシルグレリンはアシルグレリン
ELISA キット（Bertin Pharma）を使用した。なお、アシルグレリンの測定では、予め
EDTA・2Na を通液した注射針を用いて血液を採取した後、アシル化グレリンの分解
を阻止するシステインプロテアーゼ阻害剤として PHMB (4-(hydroxymeruri)benzoic 
acid)を添加したチューブに血液を入れた。4 ℃、3,000 × g で 10 分間の遠心分離によ
り血漿を回収し、脱アシル化（脱オクタン酸化）を防ぐために 10 分の 1 容量の 1 N HCl
を添加することにより酸性化処理を行った。 
 




Hyclone）、100 U/mL ペニシリンおよび 0.1 mg/mL ストレプトマイシン（GIBCO）を
添加したもの（以下、FBS/αMEM とする）を使用した。96 ウェルプレートに 4×103
個/ウェルの細胞密度となるように播種した。細胞は 37 ℃で 24 時間培養したのち、
培地全量をMBP溶液（MBPを 0.001〜0.1 mg/mLとなるように PBSに溶解したもの）
または PBS（ネガティブコントロールとして使用）を含有する無血清の αMEM 培地
に交換した。さらに、24 時間培養し、その培養終了 2 時間前に、各ウェルに 1 × 10-6 M 
5-ブロモ-2'-デオキシウリジン（5-Bromo-2'-deoxyuridine；BrdU）を添加した。DNA へ
の BrdU の取り込み量は、市販の ELISA キット Cell proliferation enzyme-linked 
immunosorbent assay（GE Healthcare）を用いて、Wallac ARVO MX 1420 マルチラベル





初代頭蓋骨由来骨芽細胞（Primary osteoblast；POB）は、5 日齢の C57BL/6J マウス
（CLEA Japan）から頭蓋骨を摘出し、連続酵素消化法により調製した。すなわち、頭
蓋骨を消化酵素液［0.1％コラゲナーゼ A（Roche Diagnostics KK）および 0.2％ディス
パーゼ II（Roche Diagnostics KK）を含む PBS 溶液］に浸漬して、37℃で 10 分間イン
キュベートし、初回の酵素消化液は廃棄した。新鮮な消化酵素液に換えたのち、頭蓋
骨をさらに 10 分間インキュベートし、この消化酵素液を別のチューブに回収した。
この工程をさらに 3 回繰り返したのち、プールした消化酵素液を 70 μm セルストレー
ナー（Becton & Dickinson）に通液した。その濾液を 420 × g で 5 分間遠心分離し、ペ
レットになった POB を回収した。POB は FBS/αMEM で再懸濁し、9 cm ディッシュ
にマウス 3〜4 匹から採取した POB を播種したのち、37 ℃で 2 日間培養した。コン
フルエントまで培養したのち、0.25％トリプシン-EDTA（GIBCO）を滴下し、37 ℃で
5 分間インキュベートすることで細胞を回収した。回収した細胞は、24 ウェルプレー
トに 1.5 × 104個/ウェルの細胞密度で播種し、コンフルエントになるまで 2 日間培養
した。その後、分化刺激培地［αMEM/ FBS に 1 × 10-8 M デキサメタゾン（Wako Pure 
Chemical Industries）および0.05 mg/Lアスコルビン酸（Wako Pure Chemical Industries）、
1 × 10-6 M β-グリセロリン酸（MERK Millipore）を添加し 0.22 μm フィルターで滅菌し
たもの］に MBP（0.001〜0.1 mg/mL）または PBS を添加した培地に全量交換し、さ
らに培養した。培養期間中は分化刺激培地を 2 日毎に半量交換した。分化刺激 3 日
後、9 日後そして 16 日後に、細胞を 10％中性リン酸緩衝液で固定したのち、アルカ





1-3-7. マウス未分化骨芽細胞様細胞 ST2 細胞とマウス骨髄細胞の共培養による破骨
細胞分化誘導試験 
本試験は、保田らの方法[55]を一部改変して実施した。マウス骨髄ストローマ由来
細胞株 ST2 細胞は RIKEN Cell Bank から購入した。ST2 細胞はコラーゲンコートされ
た 96 ウェルプレートに 2 × 104個/ウェルの細胞密度で播種し、48 時間の前培養を行
った。骨髄細胞（bone marrow cell；BMC）は、7〜8 週齢の雄性 ddy 系マウス（CLEA 
Japan）から大腿骨を摘出し、大腿骨に αMEM を通液して骨髄を押し出すことにより
採取した。BMC は FBS/αMEM に再懸濁したのち、ST2 細胞層上に、5 × 103個/ウェ
ルの細胞密度で播種した。24 時間培養したのち、刺激培地［αMEM/ FBS に 1 × 10-8 M 
ビタミン D （1α, 25-dihydroxyvitamin D; VD3、Sigma）および 1 × 10
-7 M デキサメタゾ
ン（Sigma）を含むもの］に MBP（0.001〜0.1 mg/mL）または PBS（ネガティブコン
トロール）を添加した培地に全量交換した。培養期間中は 3 日ごとに、刺激培地に
MBP または PBS を添加したものに全量交換した。培養 6 日後に、各ウェルを PBS で
洗浄し、アセトン-エタノール（1：1）で 1 分間固定したのち、p-ニトロフェニルホ
スフェート溶液（1.5 mg/mL p-ニトロフェニルホスフェート、20 mM 酒石酸ナトリウ












とにより除去した。BMC は、FBS/αMEM で洗浄したのち、Yogo らの方法[56]に従い、
1％ マクロファージコロニー刺激因子（Macrophage-colony stimulating factor；M-CSF）
を含むコンディションメディウム（M-CSF-CM）を添加した FBS/αMEM で培養した。
12 時間後に非付着細胞を回収し、3％ M-CSF-CM を添加した FBS/αMEM でさらに 3
日間培養したものを BMM とした。回収した BMM は、24 ウェルプレートに 2 × 104
個/ウェルの細胞密度で播種したのち、一晩培養した。その後、Meiyanto らの方法[57]
に従い、500 ng/mL RANKL（R＆D Systems）、MBP（0.001〜0.1 mg/mL）または PBS
（ネガティブコントロール）を添加した。培養 3 日後、細胞をメタノールで固定した




データは、平均値±標準偏差で示した。統計解析は、Stat View® ver.5 software（SAS 
Institute Inc.）を用いて、Tukey-Kramer 法による多重比較を実施した。群間差は、P < 
0.05 を有意ありとした。大腿骨を摘出する際に骨に損傷が認められた個体は解析から
除外した結果、コントロール群は 7匹、0.01% MBP群と 0.1% MBP 群は 10匹、1% MBP







マウスに MBP をそれぞれ 0（コントロール）、0.01％、0.1％または 1.0％（w/w）含
有する飲料水を 10 週間摂取させたところ、実験期間中の体重増加、飼料摂取量およ
び飼料効率に、4 群間で差は見られなかった（表 1-1）。MBP（0.01％、0.1％および
1.0％）群において、摂水量から計算した MBP の摂取量は、それぞれ 0.87、7.07 およ






Table 1-1. Body weight gain, food intake and food efficiency for the duration of the 
experiment* 
Variable Control MBP     
    0.01% 0.10% 1.0% 
Initial body weight (g) 21.88 ± 1.04 21.91 ± 1.31 21.94 ± 0.96 21.72 ± 0.80 
Final body weight (g) 35.02 ± 2.60 34.11 ± 1.95 35.28 ± 1.55 35.32 ± 0.97 
Body weight gain (g day−1) 0.18 ± 0.04 0.17 ± 0.02 0.19 ± 0.02 0.19 ± 0.01 
Food intake (g day−1) 4.06 ± 0.17 4.03 ± 0.36 3.94 ± 0.12 4.03 ± 0.15 
MBP intake (mg day−1) – 0.87 ± 0.10 7.07 ± 0.43 95.62 ± 11.52 
Food Efficiency† 0.046 ± 0.009 0.042 ± 0.005 0.049 ± 0.004 0.046 ± 0.006 
*Results are expressed as the mean ± SD, control and 1.0% MBP, n = 7; 0.01% MBP and 
0.1% MBP, n = 10. 
†Food efficiency was determined using the formula: food efficiency = body weight gain 
(g)/70 (day)/food intake (g day−1). 




1-3-2. 成長期マウスの骨量に対する MBP 摂取の影響 
MBP を摂取させた成長期マウスの骨量として、皮質骨量として示される脛骨骨幹
BMD、海綿骨量として示される大腿骨骨幹端 BMD および BV/TV を測定した。実験
期間のすべての測定ポイントで、MBP（0.01％、0.1％および 1.0％）群の骨幹 BMD
はコントロール群よりも常に高値であった（図 1-1）。特に、5 週目及び 7 週目では、








Figure 1-1. Effect of milk basic protein (MBP) on tibial cortical bone mineral density 
(BMD).  
Six-week-old C3H/HeJ mice were given to MBP-containing water [0.01%, 0.1%, 1.0% 
(w/w)] or deionized water (control group) for 10 weeks. The tibias were scanned using 
micro-computerized tomography once a week during the 10 week experimental period, after 
which BMD was determined. Values are expressed as the mean ± SD: control, 7 mice; 0.01% 
MBP, 10 mice; 0.1% MBP, 10 mice; 1.0% MBP, 7 mice. Lower-case letters were considered 
significantly different by a post-hoc Tukey-Kramer test, P < 0.05: a, control vs. 0.01% MBP; 





さらに、10 週目では、MBP（0.01％、0.1％および 1.0％）群の骨幹端 BV/TV はコ








Table 1-2. Bone morphologic parameters of the excised femoral trabecular bone 







0.01% 0.10% 1.0% 
BMD (mg/cm3) 907.99 ± 20.06 910.29 ± 16.00 919.25 ± 17.96 912.01 ± 8.48 
BV/TV (%) 3.19 ± 1.04a 4.91 ± 1.03b 4.96 ± 1.09b 4.80 ± 0.97b 
 
*Results are expressed as the mean ± SD: control and 1.0% MBP, n = 7; 0.01% MBP and 
0.1% MBP, n = 10. 
a,b Different superscript letters indicate significant difference, P < 0.05 with Tukey’s post hoc 
test. 





1-3-3. 骨代謝バイオマーカーに対する MBP 摂取の影響 
BALP、Gla-OC、TRAP 5bおよび CTX Iという 4種の血中骨代謝マーカーを測定し、
MBP 摂取による影響を検討した。骨形成マーカーの BALP は、骨芽細胞によって産
生され、骨の石灰化を促進する際に働く酵素である[58]。骨形成マーカーの Gla-OC
は、骨組織に特異的に存在する γ-カルボキシル化タンパク質であり、骨芽細胞のみが
産生する。骨吸収マーカーの TRAP 5b は、骨吸収を担う破骨細胞が産生する酵素で
あり、その濃度は破骨細胞数および骨吸収活性を反映する[59]。骨吸収マーカーの
CTX Iは、骨基質である I型コラーゲンの分解物であり、破骨細胞が骨吸収した結果
として産生される。BALP および Gla-OC の血中濃度は骨形成活性と、TRAP 5b およ
び CTX Iの血中濃度は骨吸収活性と相関すると考えられている。10 週間の MBP 摂取
後において、これらの 4 種の骨代謝マーカーの血中濃度に 4 群間で差はみられなかっ
















0.01% 0.1% 1.0% 
BALP (μg/mL) 2.22 ± 1.32 1.48 ± 0.54 1.49 ± 0.30 1.29 ± 0.42 
Gla-OC (ng/mL) 28.33 ± 3.81 25.69 ± 3.23 26.84 ± 2.36 28.53 ± 7.59 
TRAP 5b (U/L) 5.82 ± 0.49 5.46 ± 0.56 5.66 ± 0.27 5.48 ± 0.72 
CTX I (ng/mL) 14.51 ± 6.10 17.27 ± 5.98 13.28 ± 3.82 12.38 ± 2.20 
IGF-1 (ng/mL) 303.69 ± 31.72a 314.58 ± 26.32a 343.52 ± 43.27a 398.94 ± 80.05b 
desacyl-ghrelin 
(pg/mL) 
351.60 ± 128.06a 461.76 ± 252.61a 494.23 ± 286.92ab 1042.95 ± 655.62b 
acyl-ghrelin 
(pg/mL) 
272.02 ± 133.38 258.74 ± 107.40 215.52 ± 108.42 218.02 ± 103.26 
 
*Results are expressed as the mean ± SD: control and 1.0% MBP, n = 7; 0.01% MBP and 
0.1% MBP, n = 10. 
a,b Different superscript letters indicate significant difference, P < 0.05 with a post-hoc 
Tukey-Kramer test. 
Abbreviations: MBP, milk basic protein; BALP, bone-specific alkaline phosphatase; Gla-OC, 
γ-carboxylated osteocalcin; TRAP 5b, tartrate resistant acid phosphate; CTX I, C-terminal 




1-3-4. 骨芽細胞の増殖・分化および破骨細胞の分化に対する MBP の影響 
成長期マウスへの MBP 摂取によって認められた骨量増加作用（図 1-1）について、
その根底にあるメカニズムを解明することは重要である。そこで、骨リモデリング作
用に対する MBP の影響について、in vitro アッセイを用いて検討した。 
はじめに、骨芽細胞の増殖に対する MBP の影響を評価するため、MC3T3-E1 細胞
を MBP 添加または無添加で培養した。その結果、MBP 濃度 0.01 mg/mL以上で、濃
度依存的に細胞増殖の促進作用が認められた（図 1-2）。次に、骨芽細胞の分化に対す





破骨細胞への分化に対する MBP の影響を評価するために、ST2 細胞（未成熟骨芽
細胞）と BMC（破骨細胞前駆細胞）の共培養系において、MBP 添加または無添加で





MBP 濃度 0.01 mg/mL 以上で濃度依存的に TRAP 陽性巨大多核細胞（成熟破骨細胞）











Figure 1-2. Effect of milk basic protein (MBP) on the proliferation of MC3T3-E1 cells. 
Osteoblastic MC3T3-E1 cells were cultured with 0, 0.001, 0.003, 0.01, 0.03, or 0.1 mg/mL 
MBP for 24 h. The incorporation of 5-bromo-2’-deoxyuridine into DNA during the last 2 h of 
the 24 h cultivation period was evaluated by absorbance at 450 nm. Values are means ± SD 


















Figure 1-3. Effect of milk basic protein (MBP) on the differentiation of mouse primary 
calvarial osteoblasts.  
Primary calvarial osteoblasts were cultured in the absence or presence of 0.01 mg/mL MBP 
in osteogenic medium containing dexamethasone, ascorbic acid, and β-glycerophosphate. 
αMEM was used as negative control. After 3, 9, or 16 days’ culture, the cells were visualized 
with alkaline phosphatase (ALP) stain (A) or Von Kossa stain (B). The experiments were 






Figure 1-4. Effect of milk basic protein (MBP) on osteoblast-mediated osteoclastogenesis 
in co-cultures of ST2 cells and bone marrow cells.  
Bone marrow cells were cultured on a layer of ST2 cells with 1α, 25-dihydroxy vitamin D, 
dexamethasone, and MBP (0, 0.001, 0.01, 0.1 mg/mL). After 6 days’ culture, 
tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) activity was determined by measuring the 
absorbance at 405 nm after treatment with p-nitrophenyl phosphate. Values are means ± SD 
















Figure 1-5. Effect of milk basic protein (MBP) on cytokine-induced osteoclastogenesis. 
Bone marrow macrophages were cultured in medium containing receptor activator 
NF-kappa-B ligand, macrophage colony-stimulating factor, and MBP (0, 0.001, 0.003, 0.01, 
0.1 mg/mL) for 4 days. (A) Mature osteoclasts were visualized with TRAP stain. (B) 
TRAP-positive multinucleated (MN) cells were considered to be osteoclasts and counted, n = 













本実験では、MBP 摂取による脛骨皮質骨 BMD の増加作用には、用量依存性が観
察されなかった。しかしながら、10 週間の実験期間のすべての測定ポイントにおい
て、MBP（0.01％、0.1％および 1.0％）含有飲用水を与えたマウスの皮質骨 BMD は、
コントロール（MBP 不含有）飲用水を与えたマウスよりも常に高値を示した（図 1-1）。
これは、成長期マウスの皮質骨 BMD を増加させる作用を発揮するには 0.01％MBP
（0.87 mg/day）摂取で十分であることを示唆する。そして、0.01% MBP 摂取で骨量
は最大まで増加したため、より高用量の MBP 摂取では用量依存的な変化がみられな
かったと考えられる。また、10 週目では、MBP 摂取による皮質骨 BMD の増加作用
について統計的有意差は消失した。しかしながら、10 週目における MBP 群の皮質骨
BMD は、コントロール群と比較して高値を示したことから、有意差の消失は、ばら
つきが大きいことに起因すると考えられた。さらに、10 週目においても、MBP 群の
海綿骨 BV/TV は、コントロール群と比較して有意に高値を示した（表 1-2）。この結










本章の in vitro アッセイの結果から、MBP には、骨芽細胞の増殖促進（図 1-2）と













IGF-1 濃度が必要であることが報告されている[62]。Sims らは、GH 受容体ノックア
ウトマウスでみられる骨芽細胞数の減少を起因とする骨形成障害は、IGF-1 の補充に
よって解消されることを報告している[51]。これらの先行研究と本章の結果から、
MBP 摂取による IGF-1 の血中濃度の増加は、骨芽細胞による骨形成を促進すること
で、骨量を増加し得ることを示唆するものである。さらに、骨芽細胞と破骨細胞はい





[63–65]。また、IGF-1 は、RANKL および RANK の発現を調節することにより、破骨
細胞の分化の誘導作用を有する骨芽細胞と破骨細胞との相互作用を制御することが
報告されている[66,67]。本章の in vitro アッセイでは、MBP は破骨細胞の分化を顕著
に抑制したものの（図 1-4 および 1-5）、この作用が反映されると想定される動物実験
において骨吸収マーカーに顕著な抑制は認められなかった（表 1-3 TRAP 5b および










マウスと比較して、1.0％ MBP を与えたマウスでは、IGF-1 の血中濃度の増加と一致
してデスアシルグレリンの血中濃度が有意に増加した（表 1-3）。グレリンは GH 分泌
促進因子であることに加え、グレリン自身に骨芽細胞の増殖と分化を促進し BMD を
増加させることが報告されている[70,71]。すなわち、MBP 摂取は、胃におけるグレ
リンの産生・分泌を促進することで、GH 分泌増加を反映した IGF-1 増加とグレリン
自身の増加により、骨芽細胞の増殖と分化を促進することが示唆される。 
結論として、MBP 摂取は、直接的（骨芽細胞増殖の促進）および間接的な作用（グ


















コラーゲン産生を促進する MBP 中の活性成分は未だ明らかにされていない。 
牛乳には多くの成長因子が含まれ、その多くが塩基性の性質を有する。トランスフ
ォーミング増殖因子（TGF-β）は、インスリン様成長因子（IGF-1）に次に、牛乳中

























2-2-1. カラムクロマトグラフィーによる MBP の細分画 
MBP は、第 1 章で述べた方法で調製した。0.2 g の MBP を 10 mM リン酸ナトリウ
ム緩衝液（pH 7.0）に溶解（以下、MBP 溶液とする）したのち、線維芽細胞アッセイ
で使用した MBP 画分の調製は次のとおり実施した。MBP 溶液を陽イオン交換カラム
［HiTrap SP カラム（25 mm×155 mm、GE Healthcare）］に通液し、緩衝液を 5 mL/min
の流速で通液して平衡化した。非吸着のタンパク質を緩衝液で洗浄したのち、NaCl
濃度勾配（0〜125 分；0〜0.6 M）により溶出した。溶出プロファイルは、280 nm の
吸光度を測定することによってモニタリングした。また、骨芽細胞アッセイで使用し
た MBP 画分の調製では、SP セファロースカラム（25 mm×155 mm、GE Healthcare）
を用いて同様に溶出した。分取した各 MBP 画分は、濃縮と脱塩のため、Amicon Ultra 
15-Ultracel 5k（EMD Millipore）でフィルトレーションしたのち、HiLoad 16/60 Superdex 
75 pg カラム（16mm×60mm、GE Healthcare）に通液し、さらに 10 mM リン酸ナトリ
ウム緩衝液（pH7.0）を用いて 0.2 mL/min の流速で平衡化したのち、150 mM NaCl 含
有リン酸ナトリウム緩衝液で溶出した。各画分の最終的なタンパク質濃度は、DC 
Protein Assay Kit（Bio-Rad）を用いて測定した。 
 
2-2-2. MBP 画分中のウシ TGF-β1 および TGF-β2 の含有量の測定 
MBP 画分は、1 N HCl で酸処理をし、1.2 N NaOH で中和したものを測定に供した。
MBP 画分に含まれるウシ TGF-β1 および TGF-β2 の濃度は、Emax TGF-β1 および







Lifeline Cell Technology から購入した。10％ FBS と 100 U/mL ペニシリンおよびスト
レプトマイシン（Life Technologies）を添加した培地（Dulbecco's Modified Eagle's 
Medium；DMEM、Life Technologies）を用いて、37 ℃、5％ CO2雰囲気下で、コンフ
ルエント近く（70〜90％）まで培養した。全ての線維芽細胞アッセイには、継代数 6
回未満のHDFを使用した。10％ FCSを添加したMedium 106培地（Life Technologies）
に再縣濁した HDF は、24 ウェルプレート（Becton Dickinson）に 8 × 103個/ウェルの
細胞密度で播種した。3 日間培養し、100％コンフルエントに達するまで増殖させた。
インヒビションアッセイに用いた TGF-β 受容体シグナル阻害剤である ALK5 インヒ
ビターII（Enzo Life Sciences）は、10 mg/mL になるようにジメチルスルホキシドに溶
解してからアッセイに供した。ポジティブコントロールである組換えヒト TGF-β1
（rhTGF-β1、Peprotech EC）および TGF-β2（rhTGF-β2、Peprotech EC）は、4mM HCl
を添加して活性化したのち、0.1％ Bovine serum albumin（BSA）を含む PBS にて 20 
μg/mL に希釈してからアッセイに供した。最終的に、サンプルは、10 μg/mL MBP、1 
μg/mL MBP 画分、2 ng/mL rhTGF-β1 および 500 nM ALK5 インヒビターII となるよう
に、10％ FCS 添加 Medium 106 培地で希釈した。各ウェルは各サンプルを含む培地
で全量交換したのち、さらに 3 日間培養した。培養終了後、培養細胞は DNA 量測定
に供し、回収した培養上清はコラーゲン（I 型プロコラーゲン C 末端ペプチド）量の
測定まで－80 ℃で保存した。 
 
2-2-4. ヒト骨芽細胞様細胞 MG63 細胞を用いたコラーゲン産生試験 





100 U/mL ペニシリンおよび 0.1 mg/mL ストレプトマイシン（Thermo Fisher Scientific）
を添加した DMEM（Thermo Fisher Scientific）に縣濁して、 96 ウェルプレート（AGC 
Techno Glass）に 2 × 103 個/ウェルの細胞密度で播種し、4 日間培養した。その後、サ
ンプルおよび ALK5 インヒビターIIを添加または無添加の 1% FBS 含有 DMEM 培地
と全量交換し、さらに 4 日間培養した。培養終了後に培養上清を回収し、コラーゲン
（I型プロコラーゲン C 末端ペプチド）量の測定まで－80 ℃で保存した。 
 
2-2-5. I 型プロコラーゲン C 末端ペプチドおよび DNA の測定 
間葉系細胞のコラーゲン産生能を評価するため、細胞培養上清中の I 型プロコラー
ゲン C 末端ペプチド（Procollagen type I C-terminal peptides；PICP）の量は、PICP-ELISA
キット（Takara Bio）を用いて測定した。培養細胞は、トリプシン-EDTA 溶液（Thermo 
Fisher Scientific）を添加し 37 ℃で１分間インキュベートしたのち、セルスクレーパー
（AGC Techno Glass）で回収した。回収した細胞から QIA Shredder（QIAGEN）を用





全ての実験データは、平均値±標準偏差として示した。統計解析には、Stat View® ver. 
5（SAS Institute Inc.）を使用した。有意差検定には Tukey–Kramer post-hoc tests もし
くは Dunnett’s tests を用いた。2 群間の有意差検定には、unpaired Student’s t-test を用








2-3-1. MBP 画分による線維芽細胞のコラーゲン産生促進作用の検討 
まず始めに、MBP を陽イオン交換カラムクロマトグラフィーにて、20 画分に細分
画した（図 2-1A）。280 nm における吸光度をモニタリングしたところ、画分 No.1〜
15 でタンパク質が検出され、特に、画分 No.12〜14 がタンパク質を高含有すること
が示された。これら MBP 画分について、HDF のコラーゲン産生に対する促進作用を
評価するため、MBP画分を添加して培養した上清中のPICP量を測定した。その結果、
画分 No.2〜3 および No.8〜10 を添加した HDF 培養上清で、PICP 量が増加した（図
2-1B）。特に、画分 No.3 と画分 No.9 では、最も低値である画分 No.6、7 および 14 と
比べて 2.0〜2.4 倍高い PICP 量が見られた。 
次に、MBP 画分中の TGF-β1 と TGF-β2 の濃度を測定した。その結果、MBP 中に
は約 37 μg/g の総 TGF-β が検出され、その内訳として TGF-β1：TGF-β2 は 1：4.4 と
なり、TGF-β1 よりも TGF-β2 が 4 倍近く含まれていた。また、陽イオン交換カラム
クロマトグラフィーによる溶出操作では、TGF-β1 と TGF-β2 は異なる溶出時間を示
した。すなわち、TGF-β2 は TGF-β1 より早い時間に溶出した。 
これらの MBP 画分 No.2〜4 および No.8〜10 を HDF アッセイ系に添加して培養し
たところ、PICP/DNA 比は、コントロール（MBP 無添加）よりも有意に高かった（P 
< 0.05、図 2-1C）。特に、画分 No.3（主に TGF-β2 を含む）および画分 No.9（主に TGF-β1
を含む）を添加して培養した場合の PICP/DNA 比は、いずれもコントロールに比べて
2.6 倍の高値を示した（P < 0.05）。なお、培養後の 1 ウェルあたりの細胞 DNA 量は、





Figure 2-1. Fractions stimulating collagen production isolated from milk basic protein 
(MBP). 
(A) Elution profile of cation-exchange column chromatography of MBP. Arrows and numbers 
represent the collection periods and fraction numbers, respectively. (B) The stimulatory effect 
of MBP fractions on collagen production in fibroblasts. (C) The concentration of PICP 
relative to the DNA content of fibroblasts. Values represent means ± SD (n = 3), *P < 0.05 vs. 




2-3-2. MBP 中の TGF-β による繊維芽細胞のコラーゲン産生促進作用の検討 




は 0.2 ng/mL 以上で、培養上清中の PICP 量がコントロール（培地のみ）よりも有意
に高値を示した（P < 0.01、図 2-2A）。次に、MBP、MBP 画分（画分 No.3 および 9）
および rhTGF-β1 を添加して培養した場合、培養上清中の PICP 量の増加が認められ
た。そして、ALK5 インヒビターII を添加した場合に、これら全ての条件において、
PICP 量の増加が有意に抑制された（P < 0.01、図 2-2B）。なお、ALK5 インヒビター








Figure 2-2. TGF-β in MBP stimulated collagen production in fibroblasts. 
Stimulatory effect (A) of MBP and TGF-β1 on collagen production by fibroblasts and (B) the 
suppressive effect of an ALK5 signal kinase inhibitor. Values are presented as means ± SD (n 





2-3-3. MBP 中の TGF-β による骨芽細胞のコラーゲン産生促進作用の検討 
前項 2-3-2で示されたMBP中の TGF-β2による線維芽細胞のコラーゲン産生促進作
用が、骨芽細胞でもみられるかを検討するため、ヒト骨芽細胞様細胞 MG63 のコラー
ゲン産生に対する MBP 画分の影響を検討した。まずは、MBP 画分中の TGF-β2 の含
有量を測定したところ、MBP の 80 画分のうち、画分 No.10〜60 で TGF-β2 が検出さ
れ、特に画分 No.14〜30 に TGF-β2 が高含有することが示された（図 2-3A）。骨芽細
胞培養上清中の PICP 量は、画分 No.10〜60 を添加して培養した場合に、コントロー
ル（MBP および MBP 画分無添加）に比べて高値を示し、特に画分 No.14〜30 は、コ
ントロールに比べて 3〜4 倍高値を示した（図 2-3B）。そして、ALK5 インヒビターII






Figure 2-3. TGF-β content in MBP-stimulated osteoblasts. 
TGF-β2 content in MBP fractions (A) and the stimulatory effect (B) of MBP fractions on 






本章の検討より、MBP 中には、TGF-β1 と TGF-β2 を合算して約 40 μg/g 含むこと
が示された。コラーゲン産生の促進作用は、TGF-β1 だけでなく TGF-β2 でも認めら




告されていた[76]。そのため、MBP に含まれる TGF-β1 が骨芽細胞の分化を促進し、
その結果として、コラーゲン産生促進作用が発揮されることが推測された。しかしな
がら、牛乳には TGF-β1 よりも TGF-β2 が多く含まれることが知られている。TGF-β1
と TGF-β2 は約 70％のアミノ酸相同性を示し[78]、いずれのアイソタイプも、I 型
（TβRI/ALK5）と II 型からなるヘテロ受容体を介して、Smad 経路または
mitogen-activated protein (MAP) キナーゼカスケードにより、細胞内シグナルが伝達さ








本章の検討では I型コラーゲンの合成量を評価するために PICP-ELISAを採用し PICP











PICP 量の増加をもたらす。したがって、本章の検討だけでは、MBP 中の TGF-β が I
型プロコラーゲンの合成と分解のどちらかに寄与したのか、それとも双方に寄与した
のかこの点を明らかにできなかったため、今後、MBP による PICP 量の増加作用にお
けるその根底にあるメカニズムを明らかにするために、さらなる検討が必要と考える。




































（Mesenteric lymphonodes；MLNs）において IL-4 産生型の OVA 特異的 CD4+ T（Th2）
細胞が過剰に誘導され、これが腸炎のトリガーとなることが明らかにされている[85]。









されている[88,89]。本研究の第 2 章において、MBP 中の有効成分として同定した
TGF-β も、炎症に対する予防や免疫寛容の獲得といった免疫調節作用を有することが
知られている[90–93]。したがって、TGF-β を含む MBP の摂取は抗炎症作用を発揮す
る可能性は推測されるものの、MBP の免疫調節作用について、その有効性を明らか
にした報告は未だない。そこで、本章では、OVA23-3 マウスに OVA を摂取させるこ
とで作出する食物アレルギー性腸炎モデルに対して MBP 摂取実験を行った。そして、







3-2-1. MBP の調製 
MBP の調製は第 1 章で述べた方法で行った。なお、本章の検討に用いた MBP の主
要成分を ELISA によって定量したところ[32,39]、LF、LPO、ANG および CysC は、
それぞれ 53.6％、36.1％、3.6％および 0.05％であった。また、TGF-β は 0.004％であ
った（TGF-β1 は 0.0007％、TGF-β2 は 0.003％）。 
 
3-2-2. マウス 
6 週齢の雄性 BALB/cA マウスは CLEA Japan から購入した。遺伝的バックグラウン
ドを BALB/cA マウスとする OVA23-3 マウスは、順天堂大学の垣生園子博士からご提
供いただいた。両マウスは、本章の実験に供するまで、市販の CE-2飼料（CLEA Japan）








た。すなわち、標準飼料であるタンパク質源の 5％（w/w）カゼインを OVA（Wako Pure 
Chemical Industries）に全置換した OVA 飼料と、カゼインを OVA に全置換した上でさ
らに 1％（w/w）MBP を配合した MBP/OVA 飼料を試験飼料とした。7〜9 週齢の雄性
BALB/cA マウスおよび OVA23-3 マウスを用いて、OVA 飼料を BALB/cA マウスに給
餌した群（OVA/BALB 群）、OVA 飼料を OVA23-3 マウスに給餌した群（OVA/OVA23-3








組織を 5 mLシリンジ（TERUMO）のプランジャーを用いてすりつぶしたのち、70 μm
セルストレイナー（BD Falcon）を用いて精製した。培地には、10％ FBS（Thermo Fisher 
Scientific）、100 U/mLペニシリンおよびストレプトマイシン（Thermo Fisher Scientific）、
50 μM メルカプトエタノール、10 mM HEPES（Thermo Fisher Scientific）を添加した








標識抗マウス CD69 mAb（clone；H1.2F3）は Beckman Coulter Inc.から購入した。
Phycoerythrin-Cyanine-5（PE-Cy-5）標識抗マウス CD4 mAb（clone；RM4-5）は eBioscience
から購入した。FITC 標識抗マウス CD11c mAb（clone；HL3）、アイソタイプコント
ロールである FITC 標識ラット IgG2a mAb（clone；R35-95）および PE-Cy5 標識ラッ
ト IgG2a mAb（clone；R35-95）は、BD Pharmingen（San Diego）から購入した。 
MLNs、脾臓および BM のシングルセルカルチャーは、非特異的抗体反応を抑制す
るため、細胞 1 × 106個あたり 0.1 μg の抗 FcγR III/II mAb（eBioscience）添加し、4 ℃
で 20 分間反応させた。その後、細胞 1 × 106個当たり 0.1 μg の各標識 mAb を添加し、
4 ℃で 30 分間反応させて細胞表面分子を標識した。標識した細胞は、1％ BSA およ
び 0.1％ アジ化ナトリウムを含有する dulbecco’s PBS に再懸濁したのち、4℃で一晩













3-2-6. CD4+細胞および CD11c+細胞の精製 
CD4+ T 細胞の炎症応答に対する MBP の影響を評価するために、OVA23-3 マウスの
MLNs 由来 CD4+ T 細胞と、BALB/cA マウスの MLNs 由来 CD11c+細胞を磁気的セル
ソーティングシステム（Magnetic-activated cell sorting；MACS、Miltenyi Biotec）を用
いて精製した。MACS バッファには、0.1％ BSA および 2 mM EDTA・2Na を含有し
た dulbecco’s PBS を用いた。各組織のシングルセルカルチャーは、MACS バッファで
洗浄したのち、抗体で標識する前に、細胞 1 × 106個当たり 0.1 μg の抗 FcγR III/II mAb
を添加して 4 ℃で 20 分間反応させる操作によって非特異的抗体反応を抑制した。そ
の後、細胞溶液に抗 CD4 抗体結合マイクロビーズ（Miltenyi Biotec）または抗 CD11c
抗体結合マイクロビーズ（Miltenyi Biotec）を添加し、4℃で 15 分間反応させた。MACS
バッファで 2 回洗浄したのち、LS Mini MACS カラム（Miltenyi Biotec）を通過させる







3-2-7. OVA 刺激による CD4+ T 細胞の活性化試験 
前述の方法にて精製した CD4+ T 細胞および CD11c+細胞は、96 ウェルプレートに
それぞれ 1 × 105細胞/ウェルと 1 × 104細胞/ウェルの細胞密度となるように播種した。
0、0.1、1 mg/mL OVA（Seikagaku Kogyo）を添加し、それと同時に、0、0.01、0.1 mg/mL 
MBP またはプロテアーゼフリーBSA（Millipore）を添加し、37 ℃で 5％ CO2雰囲気
下において 72 時間培養したした。なお、OVA、MBP および BSA は dulbrcco’s PBS
に溶解し、使用前に 0.22 μm フィルター（Millipore）に通液して滅菌したものを使用
した。MBP の添加濃度は、T 細胞活性化に対する LF または LPO の効果を評価した
先行研究[94]にならって決定した。培養終了後、培養上清を回収し、分析まで－80℃
で保存した。また、培養細胞も回収し、フローサイトメーターを用いて、CD4+ T 細
胞上に発現した CD69 分子の発現レベルを測定した。 
 
3-2-8. 血液バイオマーカーの測定 
血液は、採取後に 4 ℃、3,000 × g で 30 分間の遠心分離操作を行うことにより血清
を回収し、分析まで－80 ℃で保存した。カルシウム、無機リン、アルブミンおよび





3-2-9. ELISA によるサイトカイン測定 
細胞培養上清または血液中の IL-2、IL-4、IFN-γ、RANKL および OPG の濃度は、
市販の ELISA キット（R&D Systems）を用いて、メーカーが推奨する方法に準拠して
測定した。すなわち、プレートコーティング用の抗体は 0.05 M NaHCO3（pH 9.6）で
100 倍に希釈したのち、96 ウェルプレートに添加して、4 ℃で一晩静置した。非特異
的吸着を抑制するため、1％ プロテアーゼフリーBSAを含む dulbecco’s PBS（BSA/PBS）
をプレートに添加したのち、室温にて 1 時間反応させた。次に、サンプルおよび標品
を添加して抗体と 1 時間反応させた。その後、ビオチン化抗体を添加して 1 時間反応
させ、アビジン化ペルオキシダーゼ（BD Biosciences）を添加して 1 時間反応させた。
プレートのウェルを洗浄し、蛍光発生酵素基質（Quanta Blu、Pierce）を加えて 1 時間
反応させたのち、停止溶液を添加した。蛍光強度は、マルチウェルプレートリーダー







は 10％ ホルマリン中で 24 時間固定したのちにパラフィンに包埋した。パラフィン





3-2-11. OVA 特異的 IgE の血中レベルの測定 
0.05 M NaHCO3（pH 9.6）で 100 倍に希釈したヤギ抗マウス IgE 抗体（Bethyl 
Laboratories）を 96 ウェルプレートに添加し、4 ℃で一晩静置して抗体をプレートに
コーティングした。非特異的吸着を抑制するため、BSA/PBS を添加してブロッキン
グしたのち、血清サンプルを添加して 1 時間反応させた。次に、ビオチン標識 OVA
を添加して 1 時間反応させたのち、ストレプトアビジン結合ペルオキシダーゼを添加
して 1 時間反応させた。ウェルを洗浄したのち、蛍光発生酵素基質（Quanta Blu）を
加え 1 時間反応させた。蛍光強度は、マルチウェルプレートリーダーの CytoFluor 
Series 4000 を用いて、405 nm で励起させたときの蛍光を測定した。 
 
3-2-12. 二重エネルギーX 線吸光分析による骨解析 
マウス大腿骨は、実験 10日目および 28日目に、ペントバルビタール（Somnopentyl、
Kyorisu Seiyaku）の腹腔麻酔下で、二重エネルギーX 線吸光分析を原理とする骨密度
計 Dichroma Scan DCS-600A（Aloka）を用いて、エネルギー22 eV、走査速度 10 mm/s、
走査幅 1 mm 間隔の条件で撮影した。骨密度（BMD、mg/cm2）は、大腿骨を長軸方
向に 3 等分（近位骨幹端；Proximal、骨幹；Diaphysis、遠位骨幹端；Distal）して、各




One way ANOVA を実施し、グループ間の有意差は Tukey-Kramer post hoc 検定を用い








3-3-1. OVA 刺激による T 細胞の活性化およびサイトカイン産生に対する MBP の影響  
T 細胞の活性化に対する MBP の影響を評価するために、OVA 刺激と同時に MBP
共存または非共存下で、CD4+ T 細胞と CD11c+ 細胞（抗原提示細胞）を培養し、T
細胞の活性化マーカーである CD69 の発現レベルおよびサイトカイン産生量につい
て検討した。全 CD4+ T 細胞に対する CD69+CD4+ T 細胞の割合（CD4+ T 細胞上の OVA
誘導性 CD69 発現レベル）は、OVA 濃度依存的に増加した（図 3-1A）。OVA 刺激時
に MBP を共存させた場合、増加した CD4+ T 細胞上の OVA 誘導性 CD69 発現レベル
は、MBP 濃度依存的に減少した（P < 0.05）。そして、CD4+ T 細胞による IL-2、IL-4
および INF-γ の産生量は OVA 濃度依存的に増加したが、OVA 刺激時に MBP を共存
させると、その増加は MBP 濃度依存的に減少した（図 3-1B、C 及び D）。なお、MBP
の比較対照として用いた BSA の場合は、OVA 刺激時に BSA を添加しても、CD69 発
現レベルおよびサイトカイン産生量に変化はみられなかった。以上より、MBP は、



















Figure 3-1. Effect of milk basic protein (MBP) on cytokine production in vitro.  
The co-culture of mesenteric lymph node (MLN)-CD4+ T cells derived from OVA23-3 mice 
and MLN-CD11c+ dendritic cells derived from BALB/cA mice were activated with 
ovalbumin (OVA) in the presence of BSA (diagonal striped bar), MBP (black bars) or PBS 
(white bar). The concentrations of 0, 0.01, 0.1, and 1.0 mg/mL these regents (OVA, BSA, and 
MBP) indicated as −, +, ++, and +++, respectively. (A) The frequency of CD69+CD4+ T cells 
in the total CD4+ T cell population, and the concentrations of IL-2 (B), IL-4 (C), and IFN-γ 
(D) were analyzed. Each value is given as mean ± SD, n = 3 for each group. Different letters 
represent significant differences, P < 0.05 as determined by a post-hoc Tukey-Kramer test. 




3-3-2. 食物アレルギー性腸炎モデルマウスに対する MBP 摂取の影響 
これまでに、足立らの研究[85]によって、OVA23-3 マウスに OVA を給餌して作出
する食物アレルギー性腸炎モデルでは、腸管免疫系リンパ組織である MLNs において、
OVA 特異的な IL-4 産生型 CD4+ T 細胞が過剰に誘導されることで、重度の腸炎が誘
発されることを明らかにしている。前項 3-3-1 において、MBP は OVA 特異的 CD4+T
細胞の活性化および IL-4 産生を抑制することが示されたことから、このモデルマウ
スに MBP を摂取させることで腸炎を抑制する可能性が考えられた。これを検証する
ため、OVA に加えて MBP を配合した飼料（MBP/OVA 飼料）を作成し、OVA23-3 マ
ウスに 28 日間給餌した。そして、この実験期間中の体重減少、T 細胞の活性化レベ
ル、サイトカイン産生および腸炎に対する MBP の影響を評価した。 
OVA/OVA23-3 群および MBP/OVA/OVA23-3 群の体重は、実験開始 6 日目まで減少
し、その後は回復に向かった。なお、MBP/OVA/OVA23-3 群でみられた体重減少は、
OVA/OVA23-3 群の体重減少と比較すると若干軽度であった。この 2 群の体重は、28
日間の実験期間中のどのタイミングにおいても、OVA/BALB 群の体重よりも常に低








Figure 3-2. Effect of milk basic protein (MBP) on the weight change of food-allergic 
enteropathy model mice.  
The changes of body weight in each experimental group were indicated; BALB/cA mice fed 
with the ovalbumin (OVA)-diet (OVA/BALB group, ○), and OVA23-3 mice fed with the 
OVA-diet (OVA/OVA23-3 group, △) or the MBP/OVA-diet (MBP/OVA/OVA23-3 group, ■). 
Each value is mean ± SD, n = 6 for each group. Different letters represent significant 




次に、実験開始 10 日目および 28 日目の食餌摂取量および血液バイオマーカーを測
定したところ、カルシウム、リン、アルブミンおよび総タンパク質の血中濃度に、3
群（OVA/BALB 群、OVA/OVA23 -3 群および MBP/OVA/OVA23-3 群）の間で差はみら





Table 3-1. Effect of milk basic protein (MBP) on food intake in food-allergy model mice.  
 
 
OVA/BALB OVA/OVA23-3 MBP/OVA/OVA23-3 
Food intake (g) 108.40 ± 1.47 108.68 ± 2.42 110.55 ± 1.37 
 
Results are expressed as the mean ± SD, n = 6 for each group. 
Abbreviation: MBP, milk basic protein; OVA, ovalbumin; OVA/BALB group, BALB/cA 
mice were fed with the OVA-diet; OVA/OVA23-3 group, OVA23-3 mice were fed with the 




Table 3-2. Serum biomarkers and cytokines. 
 
  OVA/BALB OVA/OVA23-3 MBP/OVA/OVA23-3 
Calcium (mg/dL) 
Day 10 9.27 ± 0.47 9.65 ± 0.44 9.82 ± 0.72 
Day 28 9.48 ± 0.62 9.35 ± 0.27 9.47 ± 0.43 
Phosphorus (mg/dL) 
Day 10 4.13 ± 1.32 4.97 ± 1.60 3.97 ± 1.56 
Day 28 6.03 ± 1.15 4.50 ± 1.95 4.70 ± 1.42 
Albumin (g/dL) 
Day 10 2.78 ± 0.06 2.70 ± 0.09 2.76 ± 0.09 
Day 28 2.92 ± 0.16 2.87 ± 0.02 2.97 ± 0.08 
Total protein (g/dL) 
Day 10 6.80 ± 0.15 6.13 ± 0.16 6.03 ± 0.14 
Day 28 6.55 ± 0.22 6.16 ± 0.07 6.27 ± 0.12 
 
Results are expressed as the mean ± SD, n = 6 for each group. 
Abbreviation: MBP, milk basic protein; OVA, ovalbumin; OVA/BALB group, BALB/cA 
mice were fed with the OVA-diet; OVA/OVA23-3 group, OVA23-3 mice were fed with the 











OVA 特異的 IgE の血中レベルの増加は、腸炎の重症度と関連することが報告され
ているため[84]、各群における OVA 特異的 IgE の血中レベルを評価した。実験開始
10 日目において、OVA/OVA23-3 群の OVA 特異的 IgE の血中レベルは、OVA/BALB
群に比べて約 2.5 倍も高値を示した。そして、MBP/OVA/OVA23-3 群の OVA 特異的
IgE の血中レベルは、OVA/BALB 群と同程度であった（図 3-3B）。実験開始 28 日目
においては、OVA 特異的 IgE の血中レベルに 3 群間で差はみられなかった。そして、
実験開始 28 日目における OVA/OVA 23-3 群の OVA 特異的 IgE の血中レベルは、高値
を示した実験開始 10 日目と比較して明らかに低下した。足立らの研究により、本腸
炎モデルマウスでは、過剰な IL-4 産生型 CD4+ T 細胞により腸炎が誘導されるが、継
続的して OVA 飼料を給餌することによって、制御性 T 細胞（regulatory T cells；
Tregs）が誘導されることが報告されている[95]。この報告では、Tregs による抑制作
用により、OVA/OVA23-3 群でも B 細胞の IgE 抗体産生が抑制され、その結果として、
実験開始 28 日目には腸炎が軽減されることを述べている。この先行研究を裏付ける
ように、本章の検討でも、実験開始 28 日目において、OVA/OVA23-3 群の OVA 特異


















Figure 3-3. Effect of milk basic protein (MBP) on intestinal inflammation in 
food-allergic enteropathy model mice. (A) Histology of small intestine of ovalbumin 
(OVA)-diet-fed or MBP/OVA-diet-fed groups at day 28 of experimental diet-feeding, and (B) 
the levels of serum IgE at days 10 and 28 in BALB/cA mice fed with the OVA-diet 
(OVA/BALB group, white bar), and OVA23-3 mice fed with the OVA-diet (OVA/OVA23-3 
group, diagonal striped bar) or the MBP/OVA-diet (MBP/OVA/OVA23-3 group, black bar). 
Each value is mean ± SD, n = 6 for each group. Different letters indicate significant 




 次に、MLNs、脾臓および BM における CD4+ T 細胞上の OVA 誘導性 CD69 発現レ
ベルを評価した。実験開始 28 日目において、OVA/OVA23-3 群の MLNs、脾臓および
BM における CD4+ T 細胞上の OVA 誘導性 CD69 発現レベルは、OVA/BALB 群に比べ
て有意に増加した（図 3-4A；それぞれ 4.6 倍、5.1 倍、2.0 倍の増加）。一方、
MBP/OVA/OVA23-3 群は、OVA/OVA23-3 群の約 3 分の 2 以下の増加であった。すな
わち、MBP/OVA/OVA23-3 群の CD4+ T 細胞上の OVA 誘導性 CD69 発現レベルは
OVA/BALB 群に比べ、MLNs および脾臓では 3.3 倍に増加したものの、BM では
OVA/BALB 群と同程度であった。 
実験開始28日目において、OVA/OVA23-3群のMLN CD4+ T細胞の IL-4および IFN-γ
産生量は、OVA/BALB 群と比べて有意に増加した（図 3-4B および C；それぞれ 4.1
倍および 6.5 倍の増加）。一方、MBP/OVA/OVA23-3 群は OVA/OVA23-3 群に比べ、IL-4
産生量は約 4 分の 1、 IFN-γ 産生量は約 5 分の 2 に減少した。すなわち、
MBP/OVA/OVA23-3 群では OVA/BALB 群と同程度であった。 
以上より、OVA に加えて MBP を同時に摂取させることは、MLNs における CD4+ T
細胞の活性化を阻害することにより過剰な IL-4 産生を抑制し、これにより T 細胞誘
導性の食物アレルギー性腸炎の発症を軽減することが示唆された。そして、OVA を
OVA23-3マウスに給餌することでMLNsのみならず BMにおいても CD4+ T細胞の活
性化が増加するが、MBP を同時に摂取させることは、MLNs だけでなく BM におけ

















Figure 3-4. Effect of milk basic protein (MBP) on the activation and cytokine 
production by CD4+ T cells in food-allergic enteropathy model mice.  
(A) The percentage of CD69+CD4+ T cells in the total CD4+ T cell population and 
OVA-specific cytokine production; IL-4 (B) and IFN-γ (C) in BALB/cA mice fed with the 
ovalbumin (OVA)-diet (OVA/BALB group, white bar), and OVA23-3 mice fed with the 
OVA-diet (OVA/OVA23-3 group, diagonal striped bar) or the MBP/OVA-diet 
(MBP/OVA/OVA23-3 group, black bar). Each value is mean ± SD, n = 6 for each group. 





3-3-3. 食物アレルギー性腸炎に併発する骨量減少に対する MBP 摂取の影響 
自己免疫疾患に分類される炎症性腸疾患では、骨量減少を併発することが報告され
ている。そこで、腸炎と骨量減少の関係を検証するため、本章では、OVA23-3 マウス
に OVA を給餌して OVA 特異的な活性化 T 細胞の増加により腸炎が誘導された状態
の骨量を評価した。実験開始 28 日目において、OVA/OVA23-3 群の大骨幹 BMD は、
OVA/BALB 群に比べて 3.4％減少した（表 3-3）。そして、OVA に加えて MBP を給餌
した MBP/OVA/OVA23-3 群の骨幹 BMD は、OVA/OVA23-3 群と比べて 3.3％増加し、
OVA/BALB 群との差はみられなかった。実験開始 10 日目の骨幹 BMD も有意差はみ
られなかったが、群間の差の傾向は実験開始 28 日目と同様であった。なお、実験開
始 10 日目および 28 日目において、OVA/OVA23-3 群の骨幹領域以外の骨幹端（近位
骨幹端および遠位骨幹端）BMD は OVA/BALB 群と比べて常に低値であり、一方、
MBP/OVA/OVA23-3群の骨幹端 BMDは OVA/OVA23-3群と比べて常に高値であった。 
OVA/OVA23-3 群の OPG の血中濃度は、実験開始 28 日目において、OVA/BALB 群
に比べて 19.5％の高値を示した（表 3-4）。そして、MBP/OVA/OVA23-3 群の OPG の
血中濃度は、OVA/BALB 群に比べて 37.9％高く、OVA/OVA23-3 群に比べても 15.5％
高値であった。実験開始 10 日目の OPG の血中濃度に群間で有意な差はみられなかっ
たが、群間の差の傾向は実験開始 28 日目と同様であった。すなわち、OPG の血中濃
度は、MBP/OVA/OVA23-3 群が最も高く、OVA/BALB 群が最も低かった。なお、RANKL
の血中濃度は、すべてのサンプルにおいて検出限界以下であった。 
以上より、OVA 飼料を OVA23-3 マウスに与えることにより、腸炎に併発して骨量
減少を誘導することが示された。このとき、OVA に加えて MBP を同時に給餌するこ






Table 3-3. Bone mineral density of femur bones [mg/cm2].                   
  
OVA/BALB OVA/OVA23-3 MBP/OVA/OVA23-3 
Proximal Day 10 40.07 ± 0.51 38.95 ± 1.96 40.13 ± 1.31 
 
Day 28 41.40 ± 0.77 40.59 ± 0.60 40.86 ± 1.98 
Diaphysis Day 10 37.26 ± 0.90 36.76 ± 0.67 37.65 ± 0.87 
 
Day 28 38.35 ± 1.22a 37.05 ± 0.53b 38.25 ± 0.68a 
Distal Day 10 38.99 ± 1.00 38.28 ± 0.94 39.27 ± 0.87 
 
Day 28 41.00 ± 1.68 39.94 ± 1.11 40.89 ± 1.88 
a, b Different letters indicate significant differences, P < 0.05 as determined by a post-hoc 
Tukey-Kramer test. 
Abbreviation: MBP, milk basic protein; OVA, ovalbumin; OVA/BALB group, BALB/cA 
mice were fed the OVA-diet; OVA/OVA23-3 group, OVA23-3 mice were fed the OVA-diet; 
MBP/OVA/OVA23-3 group, OVA23-3 mice were fed the MBP/OVA-diet. Mean ± SD, n = 6 
for each group. 
 
Table 3-4. Serum OPG concentration. 
 OPG (pg/mL) OVA/BALB OVA/OVA23-3 MBP/OVA/OVA23-3 
Day 10 1509.78 ± 160.76 1601.59 ± 161.76 1679.64 ± 168.20 
Day 28 1516.72 ± 196.52a 1811.76 ± 209.39b 2091.92 ± 162.97c 
Results are expressed as the mean ± SD, n = 6 for each group. 
a, b, c Different letters indicate significant differences, P < 0.05 as determined by a post-hoc 
Tukey-Kramer test. 
Abbreviation: MBP, milk basic protein; OVA, ovalbumin; OPG, osteoprotegerin; OVA/BALB 
group, BALB/cA mice were fed with the OVA-diet; OVA/OVA23-3 group, OVA23-3 mice 







本章の検討により、MBP 摂取は T 細胞の抗原特異的活性化を阻害することで抗炎
症作用を発揮することが示された。すなわち、OVA 刺激時に MBP を共存させて培養
することによって、OVA 特異的 CD4+ T 細胞の活性化、IL–4 および INF–γ の産生を
抑制した。この結果を踏まえて、OVA23-3 マウスに OVA を給餌することで作出する
食物アレルギー性腸炎モデルに対して OVA と MBP を同時摂取させたところ、食物
アレルギー性の炎症応答が軽減された。すなわち、CD69+CD4+ T 細胞として検出され
る活性化 CD4+ T 細胞と、MLN CD4+ T 細胞による過剰な IL-4 産生および OVA 特異
的 IgE の血中レベルの増加が抑制された。 
LF および LPO には、T 細胞の増殖および IL-2 産生に対する抑制作用を有すること
が報告されており[96–98]、これは、LF と LPO を含む MBP を用いた本章の結果（図
3-1B）と一致する。一方、動物実験において、LF 摂取は IL-4 産生を促進することが
報告されており[99]、培養細胞実験においても、LF は IL-4 産生を阻害しないことが
報告されている[100]。それにもかかわらず、本章の検討結果では、LF を含む MBP
摂取により IL-4 産生を抑制することが示された（図 3-1C）。MBP は、前述したとお
り、LF 以外に LPO、ANG、CysC、High mobility group 様タンパク質およびキニノー
ゲンフラグメント 1/2 に加えて TGF-β などの複数の成分を含む。したがって、CD4+ T
細胞の IL-4 産生を抑制する作用は、LF ではなく、MBP の他のいずれかの成分が発揮
していると考えられる。その点、第 2 章で同定した TGF-β には、T 細胞活性化抑制作
用も報告されていることから、MBP 中の TGF-β が IL-4 産生抑制作用を発揮する成分
である可能性が高い。また、IL-4 に関して、制御性応答（免疫寛容）に焦点を当てた











た。この原因として、T 細胞の活性化が抑制される 28 日目に腸組織のサンプリング
を行ったことが影響していると考えられる。すなわち、本章の検討では腸病変を呈す
るはずの OVA/OVA23-3 群でも重度の炎症像は観察されなかった（図 3-3-3）ことから、
MBP 摂取で腸炎軽減作用が示される可能性はあるものの、適切なタイミングで評価








デルである IL-2 欠損マウスを用いた研究では、T 細胞の全身的活性化と同時に骨量
減少が観察されることを報告している[104]。本章の検討結果でも、OV23-3 マウスに
OVAを食餌することは、MLNsだけでなく脾臓およびBMなどの全身性にCD69+CD4+ 







マウスに OVA に加えて MBP を同時に給餌することによって、骨量減少が軽減され
た。この作用メカニズムに関して、MBP の骨量減少抑制作用は、第 1 章やこれまで
に報告してきたような、骨芽細胞の骨形成を促進する作用および破骨細胞の骨吸収を
抑制する作用など MBP の直接的作用により発揮された可能性がある。これに加え、
本章の検討から、MBP は Tregs 誘導や OPG 産生など、間接的作用により骨量減少抑
制作用を発揮する可能性を示す結果も得られた。Tregs が産生する IL-10 には、破骨
細胞の形成を抑制することが報告されているため[105]、MBP 摂取による CD4+ T 細









る MBP 摂取は、OPG の血中濃度をさらに増加させることを見出した（表 3-4）。卵巣
摘出マウスに対して LF を摂取させると、骨量減少に反して増加が見られる OPG の
血中濃度をさらに増加させることが報告されている[109]。この先行報告と本章の検
討結果をあわせると、骨量減少の代償応答を超えた OPG の増加作用は MBP 中の LF







結論として、MBP は T 細胞の活性化を抑制し、T 細胞のサイトカイン産生の抑制
作用を有することが示された。食物アレルギー性腸炎モデルに対して抗原 OVA に加






















この先行知見と第 1 章の検討結果から、MBP の摂取は、骨リモデリングに対する直
接的な作用に加え、IGF-1 を介した間接的な骨形成作用により、成長期における骨量
増加作用をもたらすと考えられた。 







は、TGF-β1 より TGF-β2 を多く含むが、MBP 中のウシ TGF-β1 及び TGF-β2 がヒト間
葉系細胞のコラーゲン産生に寄与する程度は明らかにされていなかった。そこで、第
2 章の検討では、MBP を陽イオン交換カラムクロマトグラフィーによってさらに画分
し、この分画中の TGF-β1 と TGF-β2 の含有量を測定すると共に、画分を添加して培
養したときの線維芽細胞のコラーゲン産生活性を評価した。その結果、MBPはTGF-β2
優位で TGF-β1も含まれること、および、ヒト繊維芽細胞のコラーゲン産生に対して、
TGF-β1 および TGF-β2 が促進活性を有し、その作用は TGF-β レセプターを介するこ
とが示された。さらに、ヒト骨芽細胞のコラーゲン産生促進作用を示す成分として
TGF-β1 が知られているが、MBP 中の有効成分として、新たに TGF-β2 を同定した。
以上の第 2 章の検討結果から、MBP の摂取は、TGF-β レセプターを介して間葉系細
胞のコラーゲン産生を促進することで、直接的に骨形成を促進する可能性が示された。 
第 2 章において MBP 中の有効成分として同定した TGF-β1 および TGF-β2 には、T
細胞の活性化を抑制する作用が知られている[92]。足立らによって、OVA 特異的 T
細胞レセプター遺伝子を発現する OVA23-3 マウスは、抗原である OVA を経口摂取す
ることで MLNs における IL-4 産生型 CD4+ T（Th2）細胞の過剰な活性化が起因とな
り、腸炎が誘導されることが明らかにされている[85]。第 3 章の検討により、この食
物アレルギー性腸炎モデルマウスでは、MLNs における CD4+ T 細胞の過剰な活性化
に伴い、BM においても CD4+ T 細胞の活性化が認められ、腸炎と同時に骨量が低下
することが示された。関節リウマチなどの炎症に起因する骨破壊の発症メカニズム解
明研究に関する先行研究により、T 細胞は、活性化に伴って破骨細胞分化誘導作用を
有する RANKL の発現が増加することが明らかにされており、活性化 T 細胞による破
骨細胞分化誘導促進作用も多数報告されている[110]。この先行知見と第 3 章の検討結
果から、食物アレルギー性腸炎モデルマウスに対する MBP の摂取は、MLNs のみな
















































られており[114]、当該ヒト試験における MBP 摂取量は 1 日当たり 40 mg と少なく、




































ANG を含む乳由来の別成分が含まれており[32,119]、逆に、ANG の精製物には LF が
含まれていることから[120]、LF と ANG は複雑で強固な構造体を形成していること
が推測される。したがって、MBP の各成分のうち、少なくとも LF および ANG は、
生体に投与される際には複合体として機能を発揮する可能性が高い。LF には IL-4 産
生の促進作用が報告されているが[100,121]、第 3 章の検討では反対に、LF を主成分
とする MBP において IL-4 産生の抑制作用が示された（第 3 章、図 3-4B）。すなわち、






























3 つ目として、MBP 摂取は、OPG の血中濃度を増加させた（第 3 章、表 3-4）。
OPG は、骨芽細胞だけでなく腸上皮細胞によっても産生されることが報告されてい
るため[18]、MBP 摂取でみられた OPG の血中濃度の増加は、骨芽細胞ではなく消化




に投与された OPG の体内での代謝時間は 30 分と非常に短いため、生体利用性が低い
ことが難点となっていた[122]。それに対して、経口摂取によって OPG を増加させる
MBP は、継続的摂取により、OPG の血中濃度の増加を持続させることもできる可能
性があるため、MBP による OPG 産生を促進する作用メカニズムを解明することで、
新規の骨代謝調節薬として創薬につながることが期待できる。 
今後の検討において、MBP 中の TGF-β の生体利用性の検証に加え、MBP に含まれ
るグレリン分泌促進作用を示す成分、MLNsにおけるT細胞の活性化を抑制する成分、
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